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Propósito y Método del Estudio: Las infecciones virales en humanos son causa de muerte, daño y 
pérdidas económicas a nivel mundial, responsables de múltiples patologías. El virus del Herpes 
constituye actualmente una causa importante y cada vez más frecuente de infecciones transmitidas. 
Para su tratamiento solo existen agentes antivirales que no erradican el virus del huésped, además se 
ha registrado resistencia viral a fármacos anti-herpéticos. En el presente trabajo se evaluó la 
actividad antiviral del extracto obtenido del hongo filamentoso Cladosporium cladosporioides 
aislado previamente a partir de semillas de Encino (Quercus ilex) en la comunidad de los Ramones, 
Estado de Nuevo León, México. Se corroboró la identidad del hongo por análisis de crecimiento y 
tinciones. La fermentación se llevó a cabo utilizando un medio que consistía en 30 g de sacarosa, 3 
g de NaNO3, 1 g de K2HPO4, 1 g de extracto de levadura, 0.5 g de KCl, 0.5  g de MgSO4·7H2O y 
0.01 g de FeSO4. La extracción de los metabolitos secundarios en el micelio de C. cladosporioides 
se extrajo con acetato de etilo y se concentró por medio de un evaporador rotativo. El extracto se 
analizó mediante las técnicas de UV, IR y CCF. Los resultados se obtuvieron midiendo la 
absorbancia a 600 nm en un lector de microplacas. Se evaluó la citotoxicidad del extracto fúngico 
sobre células Vero empleando el método WST-1.  El extracto de C. cladosporioides se sometió a 
estudios in vitro para determinar su actividad anti-herpética contra VHS-1 mediante el ensayo de 
reducción de placas.  
Contribuciones y Conclusiones: Se observó la presencia de un metabolito en el extracto fúngico 
con las pruebas de UV, IR y CCF. El extracto fúngico  de C. cladosporioides no mostró efectos 
citotóxicos en la línea celular Vero en el rango de las dosis ensayadas (6.25-200 µg/ml). El extracto 
fúngico tiene actividad antiviral desde la concentración de 50 µg/mL, la cual reduce las Unidades 
Formadoras de Placas líticas (UFP). Los resultados obtenidos en el trabajo de investigación abrirán 
más opciones para que en un futuro cercano sean utilizados antivirales de origen fúngico con acción 
eficaz y de menor toxicidad. 
 
 
Directora de Tesis: 
 
____________________________ 
Dra. Pilar C. Morales San Claudio 
 1 
 
CAPÍTULO I 
 
 
INTRODUCCIÓN 
 
 
           Las infecciones virales en humanos son causa de muerte, daño y pérdidas 
económicas a nivel mundial, responsables de múltiples patologías. Los virus son 
componentes genéticos de origen extracelular que sólo pueden reproducirse por invasión de 
células vivientes, es la única forma parasitaria en que se pueden activar. No poseen 
actividades metabólicas pero si tienen los elementos indispensables para dañar a un 
organismo (Bernstein D.I et al., 2013).   
 
1.1 Herpes simplex virus    
 
         El Herpes simple es una enfermedad infecciosa inflamatoria de tipo vírico, que se 
caracteriza por erupciones que aparecen en puntos aislados de la piel, de muy distintas 
formas, acompañadas de comezón o escozor. Es causada por el virus Herpes simplex, o 
virus Herpes hominis, de tipo I (VHS-1) que afecta cara, labios, boca y parte superior del 
cuerpo (Barnabas & Celum, 2013). El virus del Herpes simplex forma parte de la 
subfamilia Alphaherpesvirus de la familia Herpesvirus (Belshe et al., 2012). El VHS-1 
cuenta con baja especificidad de especie y un amplio rango de hospederos. Tiene la 
capacidad sin precedente para infectar células humanas y no humanas de igual manera 
(Barnabas & Celum, 2013). 
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El VHS-1 nunca se elimina del cuerpo; permanece latente y puede reactivarse, lo que causa 
síntomas. En la actualidad no existe cura definitiva para el Herpes. Cabe mencionar que hay 
varias formas de tratamiento disponibles para reducir los síntomas y acelerar el proceso de 
curación de las lesiones (Bernstein et al., 2013).  
 
         La prevalencia de la infección por el virus del Herpes en todo el mundo ha aumentado 
en las últimas décadas, lo que ocasiona un importante problema de salud pública. El 
presente trabajo se enfoca de manera específica al virus del Herpes simplex tipo 1 (VHS-1) 
de la subfamilia Alfaherpesviridae. (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Especies de virus herpéticos que forman parte de la gran familia Herpesviridiae. 
Familia Subfamilia Género Nombre común 
Herpesviridae Alphaherpesvirinae Simplexvirus 
Varicellovirus 
Virus herpes simple tipo 1 
Virus herpes Simple tipo 2 
Virus varicela-zóster 
 Betaherpesvirinae Cytomegalovirus 
Roseolovirus 
Citomegalovirus 
Virus herpes humano 6 
Virus herpes humano 7 
 Gammaherpesvirinae Lymphocryptovirus 
Rhadinovirus 
Virus de Epstein-Barr 
Virus herpes humano 8 
             
1.1.1  Prevalencia y características de la infección por VHS-1 
 
           El Herpesvirus es reconocido desde la antigüedad, debe su nombre al 
término griego herpein (ἕρπειν), que significa “reptar” o “arrastrar”, haciendo alusión a la 
forma de serpiente de las lesiones cutáneas causadas por algunos de estos agentes 
infecciosos microscópicos (Torres et al., 2013).  
 
           En los últimos 50 años, los avances sustanciales en nuestro conocimiento de la 
biología molecular del virus del Herpes han dado lugar a una visión de la patogénesis y 
gestión de la enfermedad. 
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Estimaciones del 2015 realizadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
mencionan que el equivalente a un 67% de la población mundial de personas menores de 
50 años están infectadas con el virus del Herpes simple tipo 1. La prevalencia estimada de 
la infección era más elevada en África (87%) y más baja en América (40%-50%). 
          
 
1.1.2 Estructura del virus del Herpes simplex 
 
            Los miembros de las familias Herpesviridae poseen características comunes en su 
estructura y constan de cuatro subcompartimientos distintos (Figura 1 A): 
 
A. Envoltura externa. Formada por porciones de membranas de la célula huésped, que 
se separan cuando las partículas virales atraviesan el núcleo para pasar al citoplasma 
y por ultimo abandonar la célula. La membrana viral, la cual es una bicapa lipídica 
contiene 11 diferentes glicoproteínas designadas como: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gI, 
gJ, gK, gL, y gM, las cuales median la interacción y penetración del virus a la 
células.  
De todas las glicoproteínas cuatro (gD, gH, gL y gB) son esenciales para la entrada 
del VHS a la célula animal (Whitley et al., 1998). 
 
B. Tegumento. Es un ensamblaje aparentemente amorfo de las proteínas codificadas 
del virus; algunas ayudan a iniciar el ciclo replicativo en el interior de las células 
susceptibles, mientras que otras unen la envoltura a la nucleocápside. Contiene 
aproximadamente 20 proteínas virales implicadas en las fases iniciales de la 
infección y replicación viral, como también en el transporte del ADN viral (Arduino 
et al., 2008). 
 
C. Nucleocápsida y núcleo. Es un núcleo interno formado por proteínas, tiene un 
diámetro aproximado de 100 nm y está formado por 162 capsómeros que forman 
una estructura icosapentaédrica. Cada nucleocápsida contiene un núcleo denso de 
nucleoproteínas enlazadas alrededor del ADN del virión. 
 4 
 
D. Genoma viral. Molécula lineal de doble cadena que consta de 80 genes. El genoma 
está organizado en dos segmentos denominados región única larga (UL) que es el 
82% del genoma, una región única corta (Us) el 18%. Estas regiones están 
flanqueadas por regiones repetitivas no traducibles como se representa en la figura 1 
B (Lehman & Boehmer, 1999). 
 
 
 
Figura 1. A) Estructura del virión de VHS-1; B) Estructura del genoma de VHS-1; El genoma de 
ADN codifica aproximadamente de 80 a 85 genes virales, que están situados en la región única 
larga (UL) y única corta (US) dentro del genoma. Las posiciones de las regiones repetidas a, b y c 
dentro de las regiones terminales repetidas (TRL y TRS), y los orígenes de replicación (oriL y oriS). 
La posición y transcripción de los siete genes esenciales para la replicación del ADN se indica con 
flechas (Lehman et al., 1999). 
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1.1.3 Ciclo de replicación viral 
     
            La entrada del VHS en la célula huésped es el resultado de la fusión entre la 
envoltura viral y una membrana de la célula huésped. Es mediada y modulada por la acción 
de las glicoproteínas gB, gC, gD, gH, gK, gL, y gM. Sin embargo, sólo cuatro de estas 
glicoproteínas (gB, gD, gH, y gL) son necesarias y suficientes para permitir la fusión del 
virus con la membrana plasmática de la célula huésped (Karasneh y Shukla, 2011). 
           El primer paso en la entrada de VHS es la unión del virus a través de las 
glicoproteínas de envoltura (gB y/o gC) a los proteoglicanos como heparán sulfato (HSPG) 
que se encuentran en la superficie de la célula huésped (Manoj et al., 2004). Se cree que el 
propósito de esta interacción es anclar el virus a las células con el fin de concentrar el virus 
en la superficie celular (Connolly, Jackson et al., 2011). 
          Posteriormente se produce la interacción específica entre gD de VHS y un receptor 
de gD (Shukla y Spear 2001). Esta interacción permite el anclaje de la partícula (virión) a la 
membrana plasmática de la célula huésped, acercando ambas membranas (Campadelli-
Fiume, Cocchi et al., 2000). La fusión requiere la formación de un complejo multiproteico 
(un complejo de fusión) compuesto de gD, gB,y gH/gL (Atanasiu, Whitbeck et al., 2007). 
 
1.1.4 Diagnóstico y tratamiento de la infección herpética 
 
          Actualmente no existe ningún tratamiento definitivo para el Herpes simple tipo 1. 
Las formas leves no precisan tratamiento, requiriendo solo aplicación de soluciones 
astringentes. Si son más graves, se utilizan antivíricos vía oral, especialmente en la 
primoinfección y cuando la afectación es extensa (Newman et al. 2013). Cuando las 
recurrencias son frecuentes, sobre todo en el caso del Herpes genital recidivante, se suele 
pautar tratamiento profiláctico con valaciclovir o instaurarse tratamiento supresor. Por lo 
anterior es importante la identificación de agentes antivirales efectivos. 
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El tratamiento más común para las diferentes formas de infecciones causadas por el virus 
de Herpes simplex, es mediante el empleo de los fármacos Aciclovir (ACV) y Penciclovir 
(PCV) (Kumar et al. 1993). El ACV es el primer nucleósido purínico sintético, con una 
actividad inhibitoria in vitro e in vivo de los virus de Herpes humanos incluyendo el VHS-1 
y VHS-2, seguido por el VVZ, VEB y en menor medida por el CMV (Bacon et al. 2003). 
 
 
1.2 Generalidades de los hongos 
 
 
         Los hongos son organismos eucarióticos caracterizados por la formación de hifas, que 
son estructuras filamentosas constituidas por una sucesión de células intercomunicadas, que 
en conjunto constituyen el micelio; son aerobios, macro o microscópicos, heterótrofos, la 
nutrición la efectúan mediante la secreción de enzimas (exoenzimas) que digieren la 
materia orgánica antes de ingerirla (absorción) y es almacenada en forma de glucógeno, 
poseen crestas mitocondriales en placa, membrana celular constituida por ergosterol, 
quitina como principal componente de la pared celular  y se reproducen por  propágulos 
denominados esporas (Guarro et al. 2011). Otra característica importante de los hongos es 
la producción de metabolitos secundarios de interés en medicina y en biotecnología. 
 
 
 
1.3  Clasificación taxonómica de Cladosporium cladosporioides 
 
 
           El género Cladosporium se caracteriza por tener especies que  producen colonias de 
color verde oliva a marrón o negro, y con conidios pigmentados en forma oscura que se 
agrupan en cadenas simples o ramificadas. Se estima que el género Cladosporium contiene 
alrededor de más de 772 especies. 
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Tabla 2. Clasificación taxonómica de Cladosporium. 
 
Reino Hongos 
Filum Ascomycota 
Clase Dothideomycetes 
Orden Capnodiales 
Familia Davidiellaceae 
Género Cladosporium 
 
Tomado de Dugan et al., 2004 
 
 
1.3.1 Filum Ascomycota 
 
         El filo Ascomycota contiene más de 30.000 especies de hongos, que viven de manera 
independiente, y cerca de 60.000 especies, si se tienen en cuenta las que forman parte de los 
líquenes.  Los ascomicetos comprenden numerosos hongos, la mayor parte de las levaduras 
y varios mohos azules, verdes, rosas y marrones. La característica definitoria de este grupo 
de hongos es el " ascus " (del griego : ἀσκός ( askos ), que significa "saco" o "bota de 
vino"), una estructura sexual microscópica llamadas ascosporas (James et al. 2006). Sin 
embargo, algunas especies de Ascomycota son asexuales, lo que significa que no tienen un 
ciclo sexual y, por lo tanto, no forman ascos o ascosporas. 
 
 
1.3.2 Clase Dothideomycetes 
 
          Dothideomycetes es la clase más grande y más diversa de hongos ascomicetos. 
Comprende 11 órdenes de 90 familias, 1300 géneros y más de 19,000 especies conocidas 
(Kirk et al., 2008). 
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Su modo de vida es muy variado, existen como hongos parásitos (de plantas, animales e 
incluso de seres humanos) como saprófitos, endófitos y algunos que forman líquenes. Hay 
Dothideomycetes que generan graves daños agrícolas, especialmente los fitoparásitos 
necrótrofos, causantes de necrosis (en hojas, tallos y frutos) y otros fabricantes de 
micotoxinas. 
 
 
1.3.3 Orden Capnodiales 
 
          Los miembros de este orden, conocidos con el nombre de fumaginas, son hongos 
folícolas, que desarrollan micelios superficiales, con hifas fuertemente pigmentadas y 
dentro del ascoma, como elementos estériles. Un pequeño número de estos hongos también 
son capaces de parasitar a los seres humanos y animales (Crous et al., 2009). 
 
1.3.4 Género Cladosporium 
 
         Se menciona a Cladosporium como un ejemplo de un hongo con actividades 
antivirales. Cladosporium es un hongo filamentoso, perteneciente al filo Ascomycota y al 
grupo de los dematiáceos, caracterizados por presentar una coloración oscura (Manisha et 
al., 2012). Microscópicamente presenta hifas finas, septadas, ramificadas de color hialino a 
marrón.  Las hifas sostienen cadenas ramificadas de conidios unicelulares, elipsoides o 
cilíndricos, algunos con forma de escudo debido a las cicatrices de unión entre ellos (Wu et 
al., 2014).  
 
 
         Macroscópicamente forma colonias aterciopeladas, pulverulentas o vellosas, con 
pliegues radiales, de color blanco o crema que tienden a oscurecerse en tonos verde oliva y, 
a veces, gris verdoso o marrones (Manisha et al., 2012). 
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1.3.5 Especie cladosporioides 
 
         Georg Fresenius describió por primera vez a Cladosporium cladosporioides en 1850 
y de acuerdo a sus estudios se sabe que es un moho de pigmentación oscura que se 
encuentra en todo el mundo en una amplia gama de materiales, tanto en el exterior como en 
interiores. Es uno de los hongos más comunes en el aire exterior donde sus esporas son 
importantes en la enfermedad alérgica estacional. Si bien esta especie rara vez causa 
enfermedades invasivas en los animales, es un agente importante de la enfermedad de las 
plantas, atacando tanto las hojas como los frutos de muchas plantas.  La reproducción de 
Cladosporium cladosporioides es asexual, se considera una especie exclusivamente 
anamórfica. Las colonias son de color verde oliva a café oliva y tienen un aspecto 
aterciopelado o pulverulento. En un medio de agar Patata y Dextrosa (PDA), las colonias 
son de color gris oliva a verde apagado, aterciopeladas y con mechones. Los bordes de la 
colonia pueden ser de color verde oliva a blanco y plumoso (Bensch et al., 2010). Las 
colonias son difusas y los micelios forman esterillas y raramente crecen hacia arriba desde 
la superficie de la colonia (Figura 2).  
 
         Esta especie produce esporas asexuadas en delicadas cadenas ramificadas que se 
separan fácilmente y flotan en el aire. Es capaz de crecer en condiciones de agua baja y a 
temperaturas muy bajas. 
 
a)      b)  
       Figura 2: a) Características macroscópicas de Cladosporium cladosporioides. 
  b) Características microscópicas de Cladosporium cladosporioides.                                           
Tomado de Sandoval-Denis et. al., 2015. 
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1.4 Justificación 
 
         La infección por VHS-1 es muy contagiosa, frecuente y endémica en todo el mundo. 
Se adquiere mayoritariamente durante la infancia y dura toda la vida, es decir, de una forma 
persistente estableciéndose de forma latente.                       
                         
                                                                                                       
          Por lo anterior, es de gran importancia estudiar el efecto que podrían tener diversos 
metabolitos bioactivos sobre el ciclo de replicación viral del VHS-1 en un modelo de 
infección in vitro.                                          
                          
                                                                                                           
          La investigación con potenciales actividades antivirales de los metabolitos del hongo 
Cladosporium cladosporioides pretende dar a conocer un aporte científico novedoso, ya 
que actualmente no se cuenta con una gran cantidad de información respecto a este tema. 
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CAPÍTULO II 
 
 
ANTECEDENTES 
 
2.1.1 Uso de los hongos con actividad biológica 
 
         Históricamente, el papel fundamental de los hongos en diferentes aspectos de la vida 
humana es muy mencionado.  Compuestos aislados de hongos provocan una variedad de 
actividades biológicas, especialmente prometedores contra el cáncer y las propiedades 
antidiabéticas (Soheil et al. 2015). Sin embargo, también se han reportado otras actividades 
farmacéuticas, incluyendo la inhibición del ciclo celular, la inhibición de la fosfatasa, 
actividades antioxidantes, actividades neurogénicas, antiinflamatorias y antivirales (Krause 
y Tobin 2013). El uso de tecnologías y la optimización de procesos han permitido que se 
llegue a la caracterización de metabolitos aun en pequeñas cantidades.  
 
          
         El descubrimiento de productos naturales ha jugado un papel importante en la 
búsqueda de nuevos medicamentos, y es la fuente más potente para el desarrollo de nuevas 
moléculas bioactivas. Los productos naturales son compuestos químicos derivados de 
organismos vivos. Los productores más destacados de productos naturales se pueden 
encontrar dentro de diferentes grupos de organismos que incluyen de gran medida a los 
hongos. El descubrimiento de productos naturales implica aislamiento, elucidación 
estructural y el establecimiento de la ruta biosintética de los metabolitos secundarios. Esta 
es un área de considerable interés para los científicos debido a la diversidad estructural, la 
complejidad y diversas bioactividades de compuestos aislados. Los productos naturales en 
bruto se han usado directamente como medicamentos que son de bajo costo y son fuentes 
importantes de medicamentos tradicionales.  
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También proporcionaron la arquitectura química básica para obtener productos naturales 
semisintéticos (Suryanarayanan et al., 2009). El papel de los productos naturales en el 
descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos puede ser demostrado por un análisis del 
número y las fuentes de agentes bioactivos. Hay al menos 200,000 metabolitos naturales 
con diversas propiedades bioactivas (Bérdy 2005).  
 
          
          En comparación con otros microorganismos, los hongos producen un gran número de 
actividades secundarias (Zhang et al., 2006). Los hongos endófitos aislados poseen fuertes 
metabolitos fungicidas, bactericidas y citotóxicos (Wang et al., 2007). Producen enzimas 
que se utilizan para diversas aplicaciones, como la degradación y la biotransformación de 
compuestos orgánicos (Firáková et al., 2007; Pimentel et al., 2011). Los componenetes 
derivados de los hongos se usan en aplicaciones biotecnológicas (Tomita 2003) y poseen 
una gran importancia en la ciencia farmacéutica debido a sus actividades antimicrobianas, 
anticancerígenas y antivirales. (Selim et al., 2012). Desde el período de 2000 a 2005, se han 
descrito aproximadamente 100 metabolitos de hongos marinos (Calonge et al., 2011) y 
desde el período 2006 a 2010 se han reportado un total de 690 productos naturales 
(Chaparpordi et al., 2012) como aislados de hongos en los hábitats marinos.   
 
 
          En el área terapéutica han sido introducidos metabolitos de hongos medicinales con 
actividades antitumorales y luego comprobados sus efectos sobre la inmunidad y también 
los mecanismos de activación de la respuesta inmune y la cascada de señalización. Además, 
se ha demostrado su estructura molecular y su relación con estas actividades. También se 
introducen los casos importantes de estos metabolitos, junto con actividades antitumorales 
de aislados de hongos medicinales putativos (Nong et al., 2014). 
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A partir de estos estudios la mayoría de los compuestos (casi 50%) pertenecía a policétidos 
y sus híbridos de isopreno, seguido de alcaloides, terpenos, y péptidos que contribuyeron al 
14-20%. Estos nuevos compuestos se produjeron en su mayoría de miembros de los 
géneros de hongos Penicillium y Aspergillus. Representantes de otros géneros menos 
comunes fueron Acremonium, Emericella, Epicoccum, Exophiala, Paraphaeospaeria, 
Cladosporium,  Phomopsis y Halarosellinia (Imhoff et al., 2012). 
 
 
         En el futuro, los productos derivados de los hongos serán una fuente barata para las 
industrias médica y agrícola, entre otras. Es seguro que la investigación sobre los hongos 
conducirá a aislar compuestos más nuevos y con mejores rendimientos. 
 
 
 
 
2.1.2 Metabolitos con actividad antiviral 
2.1.2.1 Actividad antiviral de Cladosporium cladosporioides 
  
 
 
          Hasta el año 2006, se informó de un número limitado de compuestos con actividad 
antiviral, tal como fue revisado por Bhadury et., al. Sin embargo, durante la última década, 
numerosos compuestos con actividades antivirales prometedores contra varios virus fueron 
aislados de hongos. 
 
          Estudios recientes demuestran la enorme capacidad que tienen los hongos para 
producir compuestos activos, constituyendo una nueva vía para la obtención de diversos 
precursores o  moléculas novedosas de utilidad en medicina (Soheil et al., 2015).  
 
 
 
 14 
 
Por otro lado, hay muchos virus importantes en humanos que aún no se han estudiado, ya 
que para la mayoría de las enfermedades virales no ha habido ningún tratamiento 
terapéutico eficaz disponible hasta el momento (Megens y Laethem, 2013).  
 
 
          El descubrimiento de nuevos productos naturales y metabolitos aislados de hongos 
que poseen alta eficacia y proponen un gran avance en  investigaciones científicas 
(Zorofchian et al. 2014). Recientes publicaciones informaron nuevos agentes antivirales, 
que generalmente inhiben el ciclo de replicación del virus, lo cual es un factor importante 
para la replicación del virus y / o elementos virales (Lou et al. 2014). La acción antiviral de 
estos hongos puede darse de forma indirecta, modificando la respuesta biológica y 
estimulando la inmunidad mediante una inhibición directa del desarrollo del virus (Calonge 
et al., 2011).   
 
 
 
         Las propiedades de Cladosporium y el estudio de sus metabolitos secundarios de 
diferentes especies mostraron actividades prometedoras, puede mencionarse a 
Cladosporium sphaerospermum en el cual sus metabolitos (Cladosinas) presentaron 
actividad antiviral contra el virus de la gripe AH1N1 (Wu et al., 2014). Se han identificado 
especies de Cladosporium (C. cladosporioides y C. pseudocladosporioides) como agentes 
potenciales de control biológico contra diversas plagas tales como la roya blanca del 
crisantemo (Torres et al., 2017) e igualmente el descubrimiento de alcaloides de indol 
pertenecientes a Cladosporium sp. con propiedades anti-ifluenza (Peng J. et al. 2013), más 
sin embargo el uso de Cladosporium cladosporioides contra el VHS-1 no ha sido 
reportado. 
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2.2 APORTACIÓN CIENTÍFICA  
 
 
         Se pretende dar a conocer nuevos agentes antivirales provenientes del hongo 
Cladosporium cladosporioides en base al estudio de sus metabolitos que tengan 
propiedades para inhibir el ciclo de replicación del virus del Herpes Simplex tipo 1 así 
como el estudio de posibles factores importantes para la replicación del virus y/o elementos 
virales. 
 
 
 
2.3 HIPÓTESIS 
 
 
         Los metabolitos fúngicos aislados del hongo Cladosporium cladosporioides ejercen 
actividad viricida contra partículas VHS-1  en un modelo de infección in vitro, aplicado a la 
inhibición de la transmisión por VHS-1. 
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2.4 OBJETIVOS  
 
 
2.4.1 Objetivo general  
 
 
           Aislar metabolitos producidos por Cladosporium cladosporioides y analizar la 
actividad antiviral contra el virus del Herpes Simplex tipo 1. 
 
 
 
 2.4.2  Objetivos específicos  
 
 
• Activar e identificar de forma microscópica y macroscópica el hongo Cladosporium 
cladosporioides obtenido a partir de semillas de encino (Quercus ilex). 
            
• Aislar los metabolitos del hongo Cladosporium cladosporioides y evaluar sus 
propiedades antivirales frente al virus del Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1). 
 
• Determinar la citotoxicidad del extracto crudo aislado del cultivo de Cladosporium 
cladosporioides. 
   
• Evaluar la actividad antiviral en un modelo de infección in vitro del virus del 
Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1). 
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CAPÍTULO III 
 
 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
             
 
 
3.1 Material, Equipo y Reactivos 
3.1.1 Material  
3.1.1.1 Material de laboratorio 
 
 
 Cajas Petri desechables de plástico Medegen 15 X 100 mm 
 Embudos de separación de 250 y 1000 mL Pyrex® 
 Gradilla para tubos  
 Microplacas estériles de poliestireno de 6 y 24  pozos de fondo plano Costar® 
 Matraces Erlenmeyer Pyrex® de 250, 500 y 1000 mL 
 Matraces bola de 250, 500 y 1000 mL con esmeril 24/40 
 Puntillas 100 μL, 1000 μL, 200 μL estériles  
 Pipetas automáticas Transferpette® y Eppendorf® de 1, 10, 200 y 1000 μL 
 Probeta de 10, 25 50, 100, y 250 mL 
 Pinzas de disección 
 Probetas de 10, 50, 250 y 500 mL 
 Pipetas serológicas de 5 y 10 mL 
 Pipetas Pasteur 
 Pipetas serológicas desechables 1, 2, 5 y 10mL Corning® 
 Tubos de ensaye 13 X 100, 18 X 150 mm 
 Tubos con tapón de rosca 13 X 100 mm 
 Tubos eppendorf de 0.6 y 2 mL 
 Tubos cónicos 15 y 50 mL Corning® 
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 Viales de vidrio obscuros de 2 y 5 mL 
 Vasos de precipitados 
 
3.1.1.2 Material biológico y reactivos 
 
 
 Células epiteliales de riñón de mono verde africano Chlorocebus sabaeus (Vero 
ATCC CCL-81) donadas por el Dr. Ernesto Torres López, del departamento de 
Inmunología de la Facultad de medicina, UANL. 
 Aislado clínico de VHS–1 donado por el Dr. Ernesto Torres López del 
departamento de Inmunología de la Facultad de Medicina, UANL  
 Cepa del hongo Cladosporium cladosporioides aislada a partir de semillas de 
Encino (Quercus ilex) de la comunidad de los Ramones, Estado de Nuevo León, 
México, proporcionadas por la Dra. Ma. Elena Cantú Cárdenas y M.C. Ángel Josué 
Arteaga Garcés del Laboratorio de Biotecnología 1 perteneciente a la Facultad de 
Ciencias Químicas. UANL. 
 Suero Fetal Bovino (Biowest)  
 Aciclovir (Laciken)  
 Medio A-DMEM (Biowest) 
 Buffer Fosfato Salino (Biowest) 
 Inmunoglobulina Humana Normal (Grifols) 
 Tripsina 0.25% (Invitrogen) 
 L-glutamina (Biowets) 
 Colorante de Giemsa (Sigma aldrich) 
 Agar Patata y Dextrosa (BD DIFCO) 
 Agar Sabouraud Dextrosa (BD DIFCO) 
 WST-1 Cell Proliferation Reagent (Sigma aldrich) 
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3.1.2 Equipo  
 
 
 Autoclave MarketForge® Sterilmatic 
 Agitador de tubos eppendorf Ika MS1 
 Balanza analítica AND® modelo GR-120 
 Colector Automático de Muestras Bio Rad® 2128 
 Centrífuga IEC® Micro MB 
 Congelador Vertical Magic Chef® 
 Campana de Flujo laminar Marca ESCO. Modelo Labculture 
 Espectrofotómetro Infrarrojo (IR) Marca Perkin Elmer. Modelo Spectrum one 
 Espectrofotómetro UV-Vis Marca GBC. Modelo Cintra 6 
 Microscopio óptico  (Marca Carls Zeiss, Modelo Primo Star, Serie: 3144003760) 
  Lector de microplacas modelo ELx800 BioTek 
 Placa de Calentamiento digital Cimarec 
 Refrigerador Daewoo® DFR N141D 
 Rotaevaporador marca Yamato modelo RE 200 
 
 
3.1.3 Disolventes 
 
 
 Acetato de etilo grado analítico, Fermont® 
 Cloroformo, Aldrich® 
 Dimetil sulfóxido (DMSO), Fisher Scientific® 
 Etanol grado analítico, Fermont® 
 Éter de Petróleo, Fermont® 
 Metanol grado analítico, Fermont® 
 Tolueno, Fermont® 
 Agua destilada 
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3.2 Métodos      
    
3.2.1 Caracterización de microorganismo seleccionado 
 
 
La cepa de Cladosporium cladosporioides fue proporcionada por la Dra. Ma. Elena Cantú 
Cárdenas y el M.C. Ángel Josué Arteaga Garcés del Laboratorio de Biotecnología 1 
perteneciente a la Facultad de Ciencias Químicas. UANL. Los colaboradores del grupo de 
trabajo aislaron la cepa del C. cladosporioides a partir de semillas de Encino (Quercus ilex) 
en la comunidad de los Ramones, Estado de Nuevo León. Para su aislamiento se colocaron 
aproximadamente 5 g de semilla de encino en un matraz que contenía 100 mL de NaCl 
0.85% estéril. Posteriormente llevaron a cabo la técnica de dilución y siembra en placa, 
utilizando un medio de cultivo selectivo para hongos (PDA) para la obtención de cultivos 
puros a partir de colonias aisladas. 
 
 
 3.2.1.1 Determinación de las características macroscópicas 
 
 
          Se realizó una siembra del material fúngico (cepa de Cladosporium cladosporioides) 
para la determinación de las características morfológicas, tales como la topología, la 
apariencia de las colonias, la textura y el color. La cepa del hongo se reactivó en medios 
PDA (Agar Patata y dextrosa) y SDA (Agar Sabouraud) (Tabla 3) a 24 °C para la 
identificación y confirmación de la clasificación taxonómica. 
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Tabla 3. Medios de cultivo para el hongo Clasdosporium cladosporioides. 
    
 
 
 
 
 
 
 
Tomado de Peng J. et al. 2013. 
 
 
          Con el fin de seleccionar el mejor medio de cultivo, se hicieron ensayos preliminares 
con la cepa aislada (Clasdosporium cladosporioides).  
 
1. Preparación del medio PDA y SDA  
 Se rehidrató 39 g del medio en un litro de agua destilada.  
 Se dejó reposar 10 a 15 minutos.  
 Posteriormente se calentó el medio agitando frecuentemente hasta el punto 
de ebullición durante un minuto para disolverlo por completo.  
 Se esterilizó en autoclave a 121ºC (15 lbs de presión) durante 15 minutos.  
 Se dejó enfriar aproximadamente a 45ºC. 
 
2. Para la resiembra del hongo Cladosporium cladosporioides se tomó una muestra del 
material fúngico con la asa de siembra, previamente esterilizada en la flama del 
mechero. 
3. Se colocó el micelio en el centro de una caja de Petri con medio PDA y/o SDA por 
inoculación por picadura. 
4. Se incubó las cajas de Petri a 28-30 ºC para su crecimiento óptimo. 
 
 
AGAR PDA  
Patatas 300 g 
Dextrosa 20 g 
Agar 15 g 
Agua destilada 1000 mL 
AGAR SDA  
Pluripeptona 10 g/L 
Glucosa 40 g/L 
Cloranfenicol 0.05 g/L 
Agar 15 g/L 
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3.2.1.2 Determinación de las características microscópicas 
 
 
         Se realizó tinción con azul de lactofenol utilizando la técnica de cinta adhesiva 
(Apéndice 1) para observar las características microscópicas del hongo Clasdosporium 
cladosporioides. Se observó la forma, tamaño y color de las hifas y esporas. 
 
 
         Se utilizó la técnica de cinta adhesiva debido a que se conserva la yuxtaposición 
original de las esporas y segmentos de hifas. Además de permitir observar las estructuras 
fúngicas casi sin alteración. Para su realización se tomó una tira de cinta de 4 cm, con el 
lado adhesivo hacia fuera, presionando firmemente contra la superficie de la colonia del 
hongo. Posteriormente, la tira de cinta fue colocada en un portaobjetos con una gota de azul 
de lactofenol.  
 
 
 
           
3.2.2 Crecimiento de Cladosporium cladosporioides y obtención de sus metabolitos 
 
        
            La cepa crecida del hongo Cladosporium cladosporioides se inoculó en el medio de 
cultivo PDA en tubos inclinados (siembra 1) por rasgadura y se incubó a 28ºC por 5 días, 
posteriormente se observaron sus características macroscópicas y microscópicas para 
finalmente inocular en cajas con medio PDA e incubar a 28ºC por 10 días. Se realizó una 
resiembra de la caja de Petri a tubo inclinado con PDA (siembra 2).  
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Se preparó una suspensión de esporas de la siembra 1 colocando 1 mL de un tubo de 10 mL 
con solución salina al 0.85% en un tubo con crecimiento y se raspó la superficie del hongo 
con un asa bacteriológica para suspender la mayor cantidad de esporas posibles al líquido, 
el mililitro se regresó a su tubo original. Se realizó la cuenta de esporas con una cámara de 
Neubauer en un microscopio óptico. 
 
 
            Se llevó a cabo la fermentación del hongo C. cladosporioides utilizando un medio 
que consistía en 30 g de sacarosa, 3 g de NaNO3, 1 g de K2HPO4, 1 g de extracto de 
levadura, 0.5 g de KCl, 0.5  g de MgSO4·7H2O y 0.01 g de FeSO4 en 1 L de agua. Se 
inocularon 10 matraces Erlenmeyer (250 mL) que contenían 100 ml de medio con 1 ml de 
las esporas de C. cladosporioides (6x10
4
 esporas por mililitro). Los matraces se incubaron 
estáticamente a 28°C durante 3 semanas en una incubadora microbiológica convencional. 
 
 
         Una vez obtenida la biomasa ésta fue filtrada y separada y se procedió a la extracción 
de los metabolitos. La biomasa obtenida fue colocada en un embudo de separación (250 
mL) utilizando acetato de etilo (2x50 mL). Se agitó vigorosamente y se dejó reposar. 
Posteriormente el extracto líquido obtenido fue evaporado a sequedad bajo presión reducida 
a una temperatura de 40°C en un evaporador rotativo.  
 
 
         El residuo obtenido de la evaporación del extracto se analizó por medio de 
Espectroscopía Ultra Violeta – Visible (UV-Vis)  mediante un Espectrómetro GBC Modelo 
Cintra 6 en un rango de 200 a 600 nm utilizando etanol como blanco, determinando los 
máximos de absorción. Se hizo un análisis de éste por medio de un Espectrofotómetro 
Infrarrojo (IR) Marca Perkin Elmer, modelo Spectrum one. Se realizó una Cromatografía 
en Capa Fina (CCF) al extracto fúngico obtenido para el análisis de los metabolitos usando 
etanol como eluyente, tomando en cuenta la cantidad de muestra aplicada, el volumen de 
aplicación, composición del eluente, distancia recorrida por eluente y el tiempo de 
saturación. 
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3.2.3 Preparación del extracto de Cladosporium cladosporioides para la determinación 
de las actividades biológicas 
 
 
         Para las actividades biológicas el total del extracto de C. cladosporioides (se disolvió 
en 10 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) para su almacenamiento en refrigeración (4°C).  
 
 
3.2.4 Cultivos y condiciones de crecimiento de las células 
 
 
           Se trabajó con la línea de células epiteliales de riñón de mono verde africano 
Chlorocebus sabaeus (Vero, ATCC CCL-81) donadas por el Dr. Ernesto Torres López, del 
departamento de Inmunología de la Facultad de Medicina, UANL.  
 
 
          Las células Vero fueron cultivadas en monocapa a una confluencia 80-90% a 37 °C, 
en una atmósfera de 5% de CO2  y 95% de humedad relativa y en medio advanced-DMEM 
suplementado con suero fetal bovino al 2%, glutamina, aminoácidos esenciales, 
estreptomicina y penicilina al 1%. 
 
 
3.2.4.1 Ensayo de citotoxicidad del Extracto de Cladosporium cladosporioides en la 
línea celular Vero 
 
          
         El ensayo de citotoxicidad del Extracto de C. cladosporioides se realizó en la línea 
celular Vero. Se utilizaron cultivos confluentes de la línea celular para obtener una 
suspensión de células, utilizando tripsina al 0.5%.  
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Las células se colocaron en un tubo eppendorf, se centrifugaron a 1000 rpm por 10 minutos 
a 25 °C, se eliminó el sobrenadante, y se resuspendió la pastilla celular con medio (MEM) 
suplementado con suero fetal bovino al 10%. Se contaron las células en un invertoscopio. 
Una vez conocido el número total de células, se preparó una suspensión celular para 
colocar 5000 células en cada uno de los pozos (100 μL por pozo) de una microplaca de 96 
pocillos. La placa así preparada se incubó por 24 horas a 37 °C, bajo una atmósfera de CO2 
al 5% en una incubadora con CO2 modelo MCO-17AC (INCUSAFE SANYO). 
Posteriormente se adicionaron a las células, diferentes concentraciones del extracto fúngico 
a probar (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25  μg/mL) y se incubaron por 24 horas bajo las mismas 
condiciones. Una vez transcurrido este tiempo, se colocaron 10 μL  del reactivo WST-1 [2-
(4-Iodofenil)-3-(4-nitrofenill)-5-(2,4-disulfofenill)-2H-tetrazolio] a cada uno de los pozos y 
se incubó la microplaca por 120 minutos a 37 °C en atmósfera al 5% de CO2 y finalmente, 
se realizó la lectura de la densidad óptica a 450 nm con un lector de microplacas modelo 
ELx800 (BioTek). 
 
         Para preparar las distintas diluciones a probar del extracto fúngico, se preparó una 
solución “stock” de 8 mg/mL en dimetilsulfóxido (DMSO) y se diluyó a 15.5 mL con 
medio de cultivo MEM.  
 
         Como control positivo (0% de viabilidad) se utilizó tritón X-100 al 1% en PBS y 
como blanco de reacción medio MEM y WST-1 (Figura 3). Se probó el extracto en la 
microplaca llevando a cabo cuatro repeticiones independientes bajo las mismas condiciones 
de estudio.  
 
         La técnica utilizada para la determinación de la viabilidad celular fue la de WST- 1, la 
cual se fundamenta en la reacción de reducción del reactivo WST-1 por enzimas 
deshidrogenasas mitocondriales, lo que da lugar a la formación de formazán y es 
directamente proporcional al porcentaje de células viables.  
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Figura 3. Representación de la placa de 96 pozos para el ensayo de viabilidad de la línea celular 
Vero.  Con las concentraciones del Extracto de Cladosporium cladosporioides y los controles 
utilizados. 
 
 
3.3 Cuantificación de las partículas virales por titulación viral  
 
 
         La cuantificación de las partículas virales fue determinada mediante la técnica de 
neutralización de placas (KOS, ATCC VR-1493) y se trabajó con el VHS-1 proporcionado 
por Dr. Ernesto Torres López, del departamento de Inmunología de la Facultad de 
medicina, UANL. 
 
         En condiciones de esterilidad se realizó un título viral mediante diluciones seriadas 
logarítmicas base 10 a partir de un concentrado del VHS-1.  
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En los tubos seriados se adicionó una solución de PBS-glucosado 0.1% (1:10) los cuales se 
manejaron a 4°C. Cada uno de los tubos seriados fue homogenizado y 1 mL fue transferido 
con una pipeta serológica estéril a cada tubo. 
 
 
         Se sembraron 2 placas de cultivo de 6 pozos con células Vero (aproximadamente 
0.5x10
5
 células por pozo). En los pozos fueron colocados 1 mL de cada uno de los tubos de 
las diluciones y posteriormente se incubó en agitación a 60 rpm a 37°C durante 1 hora. A 
continuación, el sobrenadante se desechó y se adicionó medio fresco advanced-DMEM 
suplementado (0.32% de IgG). Las células se incubaron por 48 h a 37°C con 5% de CO2 y 
como controles de crecimiento celular se utilizaron células sin presencia del virus. 
 
         Finalizando el período de incubación se desechó el medio, posteriormente las células 
fueron fijadas con 2 mL de metanol por 5 minutos y teñidas con 1 mL de colorante Giemsa 
por 10 minutos. Se lavaron las placas con agua y se dejaron secar para observar las 
UFP/mL (Unidades Formadoras de Placa por mililitro). Se realizó un conteo de las zonas 
líticas de cada uno de los pozos (células lisadas a causa de la infección por parte del VHS-
1) para la determinación de las UFP/mL de las diluciones correspondientes (Morales-San 
Claudio, 2013). 
 
 
 
Figura 4. Distribución de los tubos utilizados para las diluciones logarítmicas del stock viral. 
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   Se determinará la concentración de UFP/mL mediante las siguientes fórmulas: 
 UFP contadas en el pozo / UFP del título= Concentración de UFP/mL. 
 100 UFP/ El número de UFP contadas= Volumen necesario para las UFP  
 
 
3.3.1 Determinación de la actividad antiviral del Extracto de Cladosporium 
cladosporioides 
  
 
          La determinación de la actividad antiviral se realizó mediante el ensayo de reducción 
de placas líticas. Se sembró 1x10
6 
células Vero por pozo en medio fresco advanced-DMEM 
suplementado en una placa de 24 pozos 24 h antes de realizar la infección. Se infectó con 
20 UFP a cada pozo de la placa de cultivo. Se incubó en agitación por 1 h a 37°C en 
agitación a 60 rpm. 
 
 
         Posterior al tiempo de incubación se desechó la solución viral y se adicionaron 0.5 
mL de medio fresco advanced-DMEM suplementado (2.5% Suero Fetal Bovino). Como 
control positivo se utilizaron las células tratadas con Aciclovir (ACV) Laciken 8.8 μM 
(Figura 5). Se preparó el extracto fúngico en medio de cultivo 0.5% DMSO y se realizaron 
diluciones seriadas del mismo a las concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12.50 y 6.25 
μg/mL, se incubó la placa a 37°C con 5% de CO2  por 48 h.  
 
 
         Transcurrido el período de incubación se removió el sobrenadante y se fijaron las 
células con 1 mL de metanol por 10 minutos, se procedió a realizar una tinción con 1 mL 
de colorante Giemsa para posteriormente contar y evaluar la capacidad de reducción de 
placas líticas.  
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Figura 5. Distribución de las concentraciones del Extracto de Cladosporium cladosporioides y los 
controles utilizados. 
 
 
          La IC50 se determinó como la concentración en la que se observó reducción del 50% 
de la formación de UFP comparado contra el 0% de reducción del control negativo, el 
ensayo se realizó por triplicado. 
 
3.4 Análisis estadístico 
 
Las diferencias significativas fueron determinadas empleando un análisis de varianza 
(ANOVA), considerando una p<0,05. 
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CAPÍTULO IV 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
 
4.1 Caracterización de microorganismo seleccionado 
4.1.1 Determinación de las características macroscópicas 
 
 
 
         La morfología macroscópica fue diferente en cada medio, así mismo el tiempo en el 
cual se alcanzó el máximo crecimiento. Se observó que la morfología macroscópica 
constaba de la formación de colonias color amarillo grisáceo con pigmentación no 
uniforme, de apariencia rugosa y aterciopelada a los 7 días de incubación. A los 14 días de 
incubación se observó la formación de colonias color grisáceo obscuro con pigmentación 
no uniforme, de apariencia ligeramente rugosa, aterciopelada y algodonosa (Figura 6 a y c). 
 
 
 
         Mientras que en el Medio SDA el micelio desarrollado era abundante, en PDA por el 
contrario, era menor. El medio SDA generó un crecimiento abundante y que a la vez 
permitió la toma de muestra para los inóculos (Figura 6 b y d). 
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a) b) c) d)   
 
Figura 6. Morfología macroscópica del hongo Cladosporium cladosporioides. a) Crecimiento del 
hongo en medio agar PDA con 7 días de incubación a 24 °C. b) Crecimiento del hongo en medio 
agar SDA con 7 días de incubación a 24 °C. c) Crecimiento del hongo en medio agar PDA con 14 
días de incubación a 24 °C. d) Crecimiento del hongo en medio agar SDA, con 14 días de 
incubación a 24 °C. 
 
 
 
4.1.2 Determinación de las características microscópicas 
 
 
 
         Para ambos medios utilizados (PDA y SDA) se observó una morfología microscópica 
característica del hongo Cladosporium cladosporioides, tales como la formación de  hifas 
gruesas, septadas, dematiáceas, células conidiógenas indiferenciadas, conidias dematiáceas 
y en cadenas (Figura 7). 
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a) b)  
 
Figura 7. Morfología microscópica del hongo Cladosporium cladosporioides después de 14 días de 
incubación a 24º C. a) Azul de lactofenol, 40x. Agar PDA. b) Azul de lactofenol, 40x. Agar SDA. 
 
 
4.2 Obtención del Extracto de Cladosporium cladosporioides 
 
         La producción de la biomasa obtenida a partir de la fermentación de los 10 matraces 
Erlenmeyer (250 mL) que contenían 100 ml del medio (30 g de sacarosa, 3 g de NaNO3, 1 
g de K2HPO4, 1 g de extracto de levadura, 0.5 g de KCl, 0.5  g de MgSO4·7H2O y 0.01 g 
de FeSO4 en 1 L de agua) adicionado con las esporas del hongo C. cladosporioides (6x10
4
 
esporas por mililitro) fue de 11.361 g (Tabla 4). Finalmente a partir de la extracción con 
acetato de etilo (2 X 50 mL) por medio de un evaporador rotativo se obtuvo un residuo 
color blanquecino con un peso de 2.577 g (Figura 7). 
 
 
Tabla 4. Cantidad en gramos de la biomasa total y del extracto obtenido del hongo Cladosporium 
cladosporioides. 
Extracto de Cladosporium cladosporioides  
Peso total de la biomasa  11.361 g 
Peso total del Extracto fúngico 2.577 g 
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a)      b)  
Figura 8.  Obtención del Extracto de Cladosporium cladosporioides. a) Incubación de matraces 
Erlenmeyer (250 mL)  a 28°C durante 3 semanas. b) 2.577 g del extracto concentrado del hongo 
Cladosporium cladosporioides bajo presión reducida, a una temperatura de 40 °C. 
 
 
          En la técnica de CCF del extracto de Cladosporium cladosporioides se visualizó una 
banda definida con un factor de retención (RF) de 0.76 (Figura 9).  
 
 
 
 
 
Figura 9.  Cromatografía en Capa Fina del Extracto de Cladosporium cladosporioides. Se visualizó 
una banda defina con un RF de 0.76. 
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Se obtuvo un espectro de absorción UV/Vis del extracto de Cladosporium cladosporioides. 
Se pudo observar que existe un pico de máxima absorción (0.187) a una longitud de onda 
de 265 nm (Figura 10).  
 
 
 
Figura 10.  Espectro UV/Vis del Extracto de Cladosporium cladosporioides a una longitud de onda 
de 265 nm. 
 
 
         El espectro IR del extracto presentó un comportamiento similar a las lactonas, debido 
a que se visualizaron bandas de grupo éster y bandas alquilo correspondientes a alcanos 
cíclicos (1330-1050 cm
-1
), algunas bandas adicionales observadas en el espectro 
corresponden a alquenos (3000-2975 cm
-1
),  además se observa una banda de alcohol 
(3650-3580 cm
-1
) y una banda correspondiente a ésteres cíclicos (1750-1715 cm
-1
),  por lo 
que la estructura puede tratarse de un éster cíclico con dobles enlaces y sustituyentes OH 
(Figura 11). 
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Figura 11.  Espectro de IR del Extracto de Cladosporium cladosporioides. 
 
 
4.3 Citotoxicidad del Extracto de Cladosporium cladosporioides en la línea celular 
Vero 
 
 
         Se determinó la citotoxicidad del extracto de Cladosporium cladosporioides por 
medio de la técnica WST-1 sobre la línea celular Vero a las concentraciones de 200, 100, 
50, 25, 12.5, 6.25  μg/mL. Se obtuvieron los resultados del porcentaje de viabilidad de las 6 
concentraciones probadas sobre la línea celular Vero con sus respectivas desviaciones 
estándar (Tabla 5). 
 
Tabla 5. Promedio y desviación estándar del porcentaje de actividad citotóxica en células Vero. Se 
probaron concentraciones de de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 μg/mL del extracto de Cladosporium 
cladosporioides. 
Concentración 
(μg/mL)     
Porcentaje 
de viabilidad 
DE  
 
200 93,05 2,81 
100 91,67 5,50 
50 95,06 9,27 
25 92,93 4,90 
12,5 88,73 5,52 
6,25 90,15 4,93 
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. 
La figura 12 muestra los resultados de la citotoxicidad obtenidos, graficando la viabilidad 
celular en porcentaje y las concentraciones del extracto fúngico en la línea celular Vero.  
 
 
 
 
 
Figura 12. Citotoxicidad del Extracto de Cladosporium cladosporioides en la línea celular Vero a 
las 24 h. Ensayo realizado por triplicado. 
 
 
         A las 24 h del ensayo se determinó que a la menor concentración de 6.25 μg/mL  del 
extracto fúngico hay un 90.15% de viabilidad celular y a la mayor concentración de 200 
μg/mL  la viabilidad celular es de 93.05%. En todas las concentraciones se observa una 
actividad prometedora debido a que muestran un porcentaje por arriba del 85% de 
viabilidad celular, lo cual indica que el extracto de Cladosporium cladosporioides no 
ocasiona un daño en el crecimiento celular (Vero).   
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Se visualizó el control (células Vero) contra la mayor concentración del extracto empleada, 
la cual fue de 200 μg/mL. El crecimiento del control de las células Vero presentó una 
morfología de células pleomórficas poligonales o elongadas, tipo fibroblasto con núcleos 
definidos, presentando una monocapa confluente al 90%. En comparación a las células 
tratadas con la concentración de 200 μg/mL del extracto fúngico que presentaron 
aproximadamente un 85% de confluencia, las células presentaron un desprendimiento bajo 
en la monocapa sin cambios morfológicos aparentes (Figura 13). 
 
          La actividad citotóxica presentó una p<0.05 la cual fue de 0.02, lo que indica que es 
un ensayo estadísticamente significativo (Tabla 6). 
 
a)    b)   
 
Figura 13. Monocapas de células Vero. a) Control de células Vero. b) Células Vero 
tratadas con 200 μg/mL del extracto fúngico. 
 
 
 Tabla 6. Análisis de varianza (ANOVA) de la actividad citotóxica del extracto del hongo 
Cladosporium cladosporioides en la línea celular Vero. Valor de p <0.05. 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados 
F Probabilidad Valor crítico 
para F 
Entre grupos 200,3300458 2 100,1650229 5,13835848 0,02121126 3,738891832 
Dentro de los 
grupos 
272,9101768 14 19,49358406    
Total 473,2402226 16         
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4.4  Cuantificación de las  partículas virales mediante la titulación del VHS-1 
 
       A partir del stock del VHS-1 se realizó la cuantificación de las partículas virales por la 
técnica de formación de placas líticas. En la tabla 7 se muestra los pozos correspondientes a 
las diferentes diluciones trabajadas. Puede observarse el efecto de lisis celular causada por 
la infección del VHS-1 (10
-1
, 10
-2
, 10
-3
, 10
-4
) debido a la alta concentración del mismo, en 
donde se definen algunas zonas de infección. Conforme se va aumentando las diluciones se 
pueden visualizar UFP líticas definidas (10
-5
 y 10
-6
). A diluciones mayores se observa la 
monocapa sin UFP líticas ya que la concentración viral es menor (10
-7
, 10
-8
, 10
-9
 y 10
-10
). 
 
 
 
         De acuerdo a las distintas diluciones utilizadas las células manifestaron cambios 
morfológicos tales como hinchamiento y pérdida de adherencia hasta llegar a una lisis 
celular. En las diluciones mayores existe un menor daño citopático y puede observarse la 
monocapa sin zonas líticas (Tabla 7).   
 
 
 
 
 
Tabla 7.  Unidades Formadoras de Placas líticas (UFP) en la titulación viral a las diferentes 
diluciones y efecto citopático de las células Vero a las diferentes diluciones antes de la tinción con 
Giemsa observado a 10X. 
 
Células control UFP Monocapa celular 
 
 
VERO 
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Dilución   
 
 
10
-1
 
 
 
 
 
10
-2
 
 
 
 
 
10
-3
 
 
 
 
 
10
-4
 
 
 
 
 
10
-5
 
 
 
 
 
10
-6
 
 
 
 
 
10
-7
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10
-8
 
 
 
 
 
10
-9
 
 
 
 
 
10
-10
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4.5  Actividad antiviral del extracto de Cladosporium cladosporioides en la línea 
celular Vero en un modelo de infección con el VHS-1 
 
        La evaluación de la actividad antiviral se realizó en la línea celular Vero (ATCC CCL-
81) mediante el método de reducción de placas líticas. Fue utilizado Aciclovir con 8.8 μM 
(fármaco usado en el tratamiento contra el VHS-1) y células Vero como control, en la que 
se visualiza una monocapa completa sin presencia de UFP para ambos (Figura 14). La 
concentración inhibitoria al 50% (IC50) se determinó por análisis de regresión lineal la cual 
fue de 16.48 μg/mL. Se observó en los resultados de la relación de las Unidades 
Formadoras de Placas (UFP) respecto a la concentración del extracto (Figura 15) que entre 
mayor es la concentración del extracto fúngico (Cladosporium cladosporioides) mayor es 
la reducción de placas líticas, tal como se analiza en la concentración de 200 μg/mL en la 
que no existen UFP, para la concentración de 100 μg/mL se obtuvo un promedio de 1 UFP. 
Para las concentraciones de 50, 25 y 12.5 μg/mL se obtuvieron un promedio de 4, 5 y 11 de 
UFP respectivamente. Para la concentración menor de 6.25 μg/mL se obtuvo la mayor 
cantidad de UFP con el promedio de 19 unidades (Tabla 8). De acuerdo a lo anterior se 
determinó que a partir de la concentración de 50 μg/mL se reducen aproximadamente un 
80% las UFP.  
 
        Analizando los resultados obtenidos de la actividad antiviral con la prueba estadística 
ANOVA se obtuvo una p<0.05 la cual fue de 0.01 lo que indica que el ensayo es 
estadísticamente significativo (Tabla 9). 
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Figura 14. Formación de las Unidades Formadoras de Placa (UFP) del Extracto de Cladosporium 
cladosporioides contra el VHS-1. 
 
 
Tabla 8. Promedio de las Unidades Formadoras de Placas líticas (UFP) del Extracto de  
Cladosporium cladosporioides contra el VHS-1. 
  
Concentración 
(μg/mL) 
Promedio de 
UFP 
200 0 
100 1 
50 4 
25 5 
12,5 11 
6,25 19 
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Figura 15. Actividad antiviral del Extracto de Cladosporium cladosporioides contra el VHS-1 a 48 
h. A mayores concentraciones del extracto fúngico se observa una disminución de las Unidades 
Formadoras de Placa. 
 
 
Tabla 9. Análisis de varianza (ANOVA) de la de la actividad antiviral del Extracto de 
Cladosporium cladosporioides en la línea celular Vero. Valor de p <0.05. 
Origen de las 
variaciones 
Suma de 
cuadrados 
Grados de 
libertad 
Promedio de 
los cuadrados 
F Probabilidad Valor crítico 
para F 
Entre grupos 17805,56641 1 17805,56641 8,3295524 0,011966269 4,600109908 
Dentro de los 
grupos 
29926,92969 14 2137,637835    
Total 47732,49609 15         
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CAPÍTULO V 
 
 
 
DISCUSIÓN 
 
 
         En el presente trabajo se seleccionó a la cepa del hongo Cladosporium 
cladosporioides aislado a partir de semillas de Encino (Quercus ilex) en la comunidad de 
los Ramones, Estado de Nuevo León.  
 
 
          Dada la gran biodiversidad fúngica del país, es de suma importancia la investigación 
en la búsqueda de nuevos medicamentos con capacidad antiviral promisoria. En los últimos 
años, investigaciones han demostrado el enorme potencial de los hongos como fuente 
prometedora para desarrollar nuevos fármacos antivirales contra diferentes virus de 
importancia, incluidos el virus del Herpes simplex tipo 1 (Soheil et al. 2015).  
 
 
          El género Cladosporium es considerado por muchos especialistas como uno de los 
géneros fúngicos predominante en el mundo (Levetin 2002), puesto que puede aislarse, 
tanto del aire, como de diferentes soportes. Su nombre latino se deriva del griego y quiere 
decir «esporas encadenadas formando ramas» (Payam y Ramanathan, 2004). Se han 
descrito alrededor de 500 especies (Abbott, 2002). A nivel de laboratorio, se caracteriza por 
un crecimiento rápido en los medios de cultivo para hongos como agar Patata Dextrosa y 
agar Sabouraud.  
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Cladosporium cladosporioides en los medios PDA y SDA posee una morfología 
macroscópica que consta de la formación de colonias color amarillo grisáceo con 
pigmentación no uniforme, de apariencia rugosa y aterciopelada a los 7 días de incubación. 
A los 14 días de incubación se observó la formación de colonias color grisáceo obscuro con 
pigmentación no uniforme, de apariencia ligeramente rugosa, aterciopelada y algodonosa. 
Las características microscópicas presentes fueron la formación de  hifas gruesas, septadas, 
dematiáceas, células conidiógenas indiferenciadas, conidias dematiáceas y en cadenas, lo 
que concuerda con las características reportadas por Zhan et al., (2014). 
 
 
 
           Para la producción de la biomasa de C. cladosporioides se utilizó un  medio de 
cultivo que consistió en 30 g de sacarosa, 3 g de NaNO3, 1 g de K2HPO4, 1 g de extracto de 
levadura, 0.5 g de KCl, 0.5  g de MgSO4·7H2O y 0.01 g de FeSO4 en 1 L de agua, para 
optimizar el rendimiento y siguiendo las recomendaciones de Zheng et al. (2004). Se 
obtuvo un peso total de la biomasa de 11.361 g y un peso total del extracto fúngico de 
2.577 g  Se realizó una Cromatografía en Capa Fina al extracto fúngico utilizando etanol 
como solvente, obteniendo un factor de retención (RF) de 0.76. Se observó una mancha en 
la placa al emplear la luz UV por lo que se deduce la presencia de un solo componente en la 
fase de extracción (Figura 9).  
 
 
         Se obtuvo una longitud de onda máxima de 265 nm para los resultados de la 
Espectroscopia de UV/Vis del extracto de C. cladosporioides (Figura 10). De acuerdo a la 
longitud de onda obtenida puede mencionarse que el resultado difiere en relación a otros 
estudios donde se han aislado y analizado metabolitos del extracto de hongo Cladosporium 
cladosporioides. Cabe resaltar el estudio realizado por Zhang et al., (2001) donde se 
aislaron 3 metabolitos conocidos como cladospolides A, B y D, cuyas longitudes de onda 
máximas fueron 217, 211 y 204 nm respectivamente, lo cual puede deberse a que es un 
componente con características diferentes.  
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El espectro IR del extracto presenta bandas de grupo éster y bandas alquilo 
correspondientes a alcanos cíclicos, algunas bandas adicionales observadas en el espectro 
corresponden a alquenos y además se observa una banda de alcohol por lo que la estructura 
puede tratarse de un éster cíclico con dobles enlaces y sustituyentes OH (Figura 11) similar 
al grupo de las lactonas. Para la evaluación de el efecto de citotoxicidad del extracto de C. 
cladosporioides en la línea celular Vero se determinó con la técnica WST-1 ya que 
compradas con técnicas de citotoxicidad como el MTT es más sensible, rápida y sencilla 
(Chucheep et al., 2005). En las concentraciones trabajadas se observó un porcentaje de 
viabilidad por arriba del 85%, lo cual es un indicador positivo en esta línea celular. Lo 
anterior es comparable con lo mencionado con Namasivayam (2014) en el que su estudio 
de citotoxicidad con la línea celular Vero reveló que las concentraciones de 10, 25, 50 y 
100 μg/mL del extracto crudo que fueron probadas indujeron un menor efecto citotóxico.  
 
          La investigación de metabolitos bioactivos con propiedades antivirales eficaces es 
crucial, ya que la creciente tasa de resistencia viral a los medicamentos antivirales y la 
toxicidad de los fármacos se están convirtiendo en un problema difícil en la terapia antiviral 
(Menéndez et al., 2014).  El enfoque en el potencial antiviral de compuestos aislados de 
hongos marinos salió a la luz en 1998 tras el aislamiento de stachyflin un terpenoide  
(compuesto derivado del isopreno) aislado del hongo Stachybotrys sp. RF-7260 por Taishi, 
et al. (1998), tenía prometedora actividad antiviral contra el virus de influenza A (H1N1) 
(Qin et al., 2014) y se comprobó que es significativamente mejor que otros fármacos, tales 
como Zanamivir.  
 
         Compuestos novedosos se aislaron a partir de la fermentación del hongo Aspergillus 
terreus (cepa OUCMDZ-1925) (Zhu et al., 2014) tal como Rubrolide S el cual es un 
compuesto heterocíclico que presenta destacada actividad antiviral contra el virus de la 
influenza A (H1N1).  
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Del extracto de Cladosporium sp. se han aislado componentes que incluyen alcaloides de 
indol tales como glicantrapina y pirazinoquinazolina con potencial propiedad antiviral 
contra la cepa H1N1 del virus de la gripe (Wu et al., 2014). 
 
 
          Dicho lo anterior se procedió a evaluar la actividad antiviral del extracto de C. 
cladosporioides contra el VHS-1. Los resultados obtenidos muestran que a mayor 
concentración del extracto fúngico existen una menor cantidad de UFP líticas, mostrando 
una reducción del 80% a partir de la concentración de 50 μg/mL.  Investigaciones sobre 
antivirales contra el virus del Herpes mencionan numerosos informes de productos 
naturales con efectos inhibidores. Se han aislado compuestos antivirales contra el VHS-1 
derivados de  Aspergillus terreus SCSGAF0162, dichos compuestos son Arisugacina A, 
Isobutirolactona II y Aspernolida A. (Nong et al., 2014). Otros ejemplos de  la actividad 
antiviral que se pueden mencionar son los halovirs A-E, que son hexapéptidos obtenidos de 
Scytalidium sp., un hongo derivado de la hierba marina Halodule wrightii y los cuales 
exhibieron una inhibición del virus del Herpes simplex 1 (VHS-1) (Duarte et al., 2012). Un 
alcaloide policíclico de guanidina denominado ptilomicalina A fue aislado de la esponja del 
Caribe Ptilocaulis spiculifer, la cual demostró actividad contra el VHS-1 (Kashman et al., 
1989). Más sin embargo no existen registros actuales que involucren la actividad antiviral 
específicamente de C. cladosporioides contra el VHS-1.  
          
 
          
         En actualidad solo se utilizan fármacos comerciales que se limitan generalmente a 
agentes antivirales sintéticos tal como aciclovir, penciclovir y famciclovir (Imhoff et al., 
2012)  pero se ha visto que están generando resistencia principalmente en pacientes 
inmunosuprimidos.  
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De acuerdo a los resultados obtenidos se puede deducir que existen posibles opciones o 
alternativas terapéuticas contra VHS-1. Además de que éstas serían accesibles ya que el 
hongo utilizado cuyo extracto demostró tener efectos virales, puede encontrarse en 
prácticamente cualquier habitat ya que se considera un hongo cosmopolita.  
 
         Lo anterior apoya la hipótesis de que existe un componente en el extracto de C. 
cladosporioides que ejerce actividad viricida contra partículas VHS-1  en un modelo de 
infección in vitro. 
 
           La investigación y estudios posteriores abrirán más opciones para que en un futuro 
cercano sean utilizados antivirales de origen fúngico con acción eficaz, menor toxicidad y  
de pocos efectos secundarios. 
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CAPÍTULO VI 
 
 
 
CONCLUSIONES 
 
 
 Se logró caracterizar morfológicamente el hongo aislado, concluyendo que 
pertenece al género Cladosporium y a la especie cladosporioides. 
 
 Se obtuvieron 11.361 g de biomasa total a partir de la fermentación de 
Cladosporium cladosporioides y un peso del extracto fúngico de 2.577 g a partir del 
total de biomasa. 
 
 Se observó la presencia de un metabolito en el extracto fúngico con las pruebas de 
UV, IR y CCF. Estudios adicionales permitirán identificar el compuesto bioactivo 
en el extracto crudo de Cladosporium cladosporioides, el cual podría conducir al 
desarrollo de un producto farmacológicamente activo. 
 
 Se  determinó que el extracto de Cladosporium cladosporioides no mostró efectos 
citotóxicos en la línea celular Vero en el rango de las dosis ensayadas (6.25, 12.5, 
25, 50, 100 y 200 µg/ml). 
 
 Se evaluó la actividad in vitro contra VHS-1 del extracto de Cladosporium 
cladosporioides en la que se demostró que tiene una actividad antiviral de acuerdo a 
que existe una reducción de UFP  líticas del 80% desde la concentración de 50 
μg/mL.   
 
 
 50 
 
CAPÍTULO VII 
 
 
 
PERSPECTIVAS 
 
 
 Optimizar procesos de fermentación y extracción para continuar con estudios de 
composición química para asegurar el rendimiento de los componentes fúngicos 
obtenidos.  
 
 Evaluar el extracto de Cladosporium cladosporioides con diferentes tipos de virus 
(VHS-2, H1N1, VIH, entre otros) para determinar sus propiedades antivirales.  
 
 Continuar con los estudios de aislamiento de compuestos antiherpéticos a partir del 
extracto fúngico (Cladosporium cladosporioides), determinando sus estructuras y 
características. 
 
 Determinar si el extracto de Cladosporium cladosporioides presenta algún efecto o 
actividad antiherpética en el sistema neuronal debido a que el VHS-1 desarrolla una 
infección de latencia.  
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CAPÍTULO IX 
 
 
 
APÉNDICES 
 
 
APÉNDICE 1 
Técnica de en montaje con cinta adhesiva  
 
         Se cortó una tira de 4-5 cm de cinta adhesiva transparente tomándola por los 
extremos, posteriormente cerca del mechero se abrió la caja y se presionó ligeramente la 
cinta transparente sobre la periferia de la colonia de Cladosporium cladosporioides. Se 
colocó la cinta con la muestra adherida sobre una gota de azul de lactofenol, previamente 
colocada en el centro de un portaobjetos. La cinta funcionó como cubreobjetos por lo que 
se aplanó lo mejor posible, evitando la formación de burbujas y evitando alterar demasiado 
las estructuras. 
 
          Se dejó reposar durante 3-5 minutos y se realizaron las observaciones con los 
objetivos de 10X y 40X para localizar las estructuras fúngicas, tales como hifas, 
conidióforos, conidios y esporangios. 
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APÉNDICE 2 
Activación de la línea celular Vero (ATCC CCL-81) 
 
         Para realizar la activación de células se sacó el criovial de un congelador de -80°C, se 
colocó el criovial en hielo por 20 min, después de esto se descongelo en un refrigerador por 
30 min y se colocó 15 min a temperatura ambiente. Se centrifugó y se desechó el 
sobrenadante. Se colocó medio A-DMEM fresco y se centrifugó para posteriormente 
desechar el sobrenadante. Para finalizar se re-suspendió con medio A-DMEM y se 
transfirió a un frasco T-25 con 3mL de medio A-DMEM suplementado. Se incubó a 37°C, 
con 5% de CO2 y 95% de humedad relativa. 
 
Observaciones: Las células después de ser descongeladas se encuentran muy sensibles por 
lo que se recomienda trabajar lo menos brusco posible para evitar dañarlas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 59 
 
APÉNDICE 3 
Mantenimiento de la línea celular Vero (ATCC CCL-81) 
 
 
         Las células Vero fueron colocadas en frascos T-25 para comenzar con los pasajes 
celulares con una confluencia del 80-85%. Se realizaron lavados con PBS 1X, agregando 
medio A-DMEM  suplementado.  
 
         Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80-85% se hizo el pasaje celular, 
realizando los lavados al frasco T-25 con PBS 1X y agregando 0.5 mL de Tripsina 1X e 
incubando en agitación de 10-15 minutos a 37°C. Se agregó medio A-DMEM  con Suero 
Fetal Bovino, se recuperó la suspensión celular para posteriormente ser colocada en tu tubo 
falcón y llevarlo a una centrifugación de 1500 rpm durante 10 minutos. Finalmente se 
desechó el medio y se colocaron las células en un nuevo frasco T-25 con 3 mL de A-
DMEM  suplementado y se dejó incubar a 37°C, con 5% de CO2 y 95% de humedad 
relativa. 
 
 
Observaciones: Para una viabilidad favorable de la línea celular es necesario realizar los 
lavados cada 2 a 3 días y trabajar en condiciones de esterilidad para evitar contaminación. 
 
 
 
 
